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OZET

Giris

Bu ¢alismada streptozotosin ile diyabetik hale getirilen siganlarda, inguinal yag
dokusundan elde edilen stromal vaskiiler fraksiyon, siyatik sinire enjekte edildi ve
stromal vaskiiler fraksiyonun siyatik sinir noropatisi lizerine etkileri, fonksiyonel,
elektrofizyolojik ve histopatolojik olarak incelendi.

Gerec¢ ve Yontem

Calismada sicanlar; kontrol grubu (n=8), adipoz dokudan stromal vaskiiler
fraksiyon elde edilen diyabetik grup (n=8), diyabetik kontrol grubu (n=8), siyatik sinire
fosfat tamponlu salin enjekte edilen diyabetik grup (n=10), siyatik sinire stromal
vaskiiler fraksiyon enjekte edilen diyabetik grup (n=10) olarak 5 gruba ayrildi. Deneyin
baglangicinda gruplara elektromiyografi ve yiiriime yolu analizi yapilmasini takiben
diyabetik olarak planlanan gruplara tek doz streptozotosin uygulandi. Sekizinci haftada
yiiriime yolu ve elektromiyografi dl¢limleri yinelendi. Sekiz diyabetik si¢anin adipoz
dokusundan stromal vaskiiler fraksiyon elde edilerek 10 adet siganin sag siyatik sinir
bolgesine enjekte edildi. Diger deney grubunun sag siyatik sinirine ise fosfat tamponlu
salin enjekte edildi. Onikinci haftada yiirime yolu analizi ve elektromiyografi
tekrarlandi, deney sonlandirilarak siyatik sinirler histopatolojik olarak incelendi.

Bulgular

Yiirlime yolu analizinde stromal vaskiiler fraksiyon enjekte edilen grubun siyatik
sinir indeksinin diizeldigi, histopatolojik olarak sag siyatik sinirin miyelin kalinliginin
hem ayni sicanlarin sol siyatik sinirine hem de diyabetik kontrol grubuna gore kalin
oldugu, miyelin hasarinin daha az oldugu, sinir liflerinin sayis1 ve ¢apmin daha fazla
oldugu goriildii. Elektromiyografik dl¢limlerde istatistiksel olarak fark saptanmadi.

Sonu¢

Diyabetik ndropati tedavisinde adipoz dokudan elde edilen, kdk hiicreden zengin
stromal vaskiiler fraksiyonun sinirlere uygulanmasi, sinir hasarmin diizeltilmesinde

yarar saglayabilecek bir yontemdir.

Anahtar Kelimeler: Diyabetik Noropati, Adipoz Doku, Stromal Vaskiiler
Fraksiyon, Siyatik Sinir



ABSTRACT

Introduction

In this study, effects of adipose derived stromal vascular fraction in diabetic
neuropathy were investigated in diabetic rat model with functional, electrophysiologic
and histopathologic analysis.

Materials and Metods

Fourty four rats were divided into five groups as control group (n=8), diabetic
rat group that were used to get stromal vascular fraction (n=8), diabetic control group
(n=8), diabetic rat group that were injected phosphate buffered saline at their sciatic
nerve (n=10), diabetic rat group that were injected stromal vascular fraction at their
sciatic nerve (n=10). In the beginning of the experiment, electromyography and walking
track analysis were done to all groups. Streptozotocin was injected to the groups that are
planned to be diabetic. After 8 weeks, electromyography and walking track analysis
were done, stromal vascular fraction from inguinal fat pads were collected from 8
diabetic rats, stromal vascular fraction and phospate buffered saline were applied to
right sciatic nerves to the experiment groups. At 12" week, electromyography and
walking track analysis were done again, experiment was terminated and all sciatic
nerves were sent to histopatological examination.

Results

In the diabetic rat group that were injected stromal vascular fraction at their
sciatic nerve, sciatic functional index in 12" week were better than 8" week.
Histopatologically, their right myelin sheath of sciatic nerve were thicker, more uniform
and nerve fibers were thicker than left side. There was no statistically different
parameters in electromyigraphy between groups.

Conclusion

Adipose drevide stromal vascular fraction may be beneficial for nerve

regeneration in diabetic neuropathy.

Key Words: Diabetic Neuropathy, Adipose Tissue, Stromal Vascular Fraction,

Sciatic Nerve
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1. GENEL BILGILER

1.1 Giris

Diabetes Mellitus (DM) 21. yiizyilin en zorlu hastaliklarindan biri olarak kabul
edilmektedir. Tiim diinyada bugiin igin yaklasik 382 milyon insani etkilemektedir. Bu
saymin 2035 yilinda 592 milyona ¢ikacagi Ongoriilmektedir (1). Hastaligin
komplikasyonlar1 ciddi morbidite ve mortaliteye yol acarak, saglik sistemlerine onemli
mali yiikler getirmektedir. Hayat kalitesinin diismesine ve maluliyete sebep olan
komplikasyonlar arasinda periferik noropati; tiim diyabetik hastalarin %50’sini, yaslh
diyabetik hastalarin yaklagik %70’ini etkileyen 6nemli bir saglik sorunudur (2).

Diyabetik ndropatinin etiyolojisi ve tedavisi ile ilgili bir¢ok deneysel ve klinik
calisma mevcuttur. Literatlirde, streptozotosin ile diyabetik hale getirilmis sicanlar,
noropati aragtirmalari i¢in uygun bir model olarak sunulmustur (3). Multifaktoryel
etiyolojisi olan periferik noropati tedavisinde antioksidanlarin kullanilmasi ile sigan
yiirlime fonksiyonlarinin diizeldigi ve noropatiye bagli agrilarin azaldigi gosterilmistir
(3). Antioksidanlarin yani sira, biiytime faktorii ve kemik iliginden elde edilen kok
hiicrelerin diyabetik ndropatik sicanlarda sinir liflerinin yapisini diizelttigi ¢esitli
calismalarla gosterilmistir (4).

Adipoz dokudan elde edilen stromal vaskiiler fraksiyon (SVF); preadiposit,
fibroblast, endotel hiicreleri ve kok hiicrelerini igerir. SVF, deneysel ve Kklinik
calismalarda bir¢ok patoloji iizerinde denenmis ve olumlu sonuglar elde edilmistir (5).
Bu calismada streptozotosin ile diyabetik hale getirilen siganlarda, inguinal yag
dokusundan elde edilmis SVF, siyatik sinir izerine enjekte edilerek sinir
rejenerasyonuna etkisi arastirildi. SVF’nin siyatik sinir tizerine etkinligi, fonksiyonel
olarak yiirime yolu analizi, elektrofizyolojik olarak elektromiyografi (EMG) ve

histopatolojik olarak 151k mikroskopu ile incelendi.



1.2 Sinir Sistemi Organizasyonu

Sinir sistemi, santral ve periferik sistem olmak iizere iki boliimde
incelenmektedir. Santral sinir sistemi beyin ve spinal korddan; periferik sinir sistemi

beyin ve spinal kord disinda kalan duyu ve motor néronlarindan olusur (Tablo 1).

Sinir Sistemi
[ |
Santral Sinir Periferik
Sistemi Sinir Sistemi
1 1
—  Beyin Duyu Motor
1 . 1

— Spinal Kord Somatik Otonom

— Sempatik

—Parasempatik

Tablo 1: Sinir Sistemi Yapisi

Dokunma, basing, agri, sicak-soguk gibi duyular, kaslar ve eklemlerden gelen
hareketler somatik afferent sinirler ile organlardan gelen koku ve tat gibi 6zel duyular
visseral afferent sinirler ile periferik sinir sisteminden santral sinir sistemine tasinir.
Santral sinir sisteminde islenen veriler efferent sinirler ile viicuda iletilir. Somatik
efferent sinirler ¢izgili kaslara gider ve sinir kas kavsaginda sonlanir. Otonom efferent
sinirler ise kalp kasini, organlardaki diiz kaslari, damar duvarini, kil kodklerini, sindirim

sistemi bezleri ve ter bezlerini innerve eder (Tablo 2).



. . Veri
Santral Sinir Sistemi

Afferent Efferent
Noronlar Noronlar
\v‘
iferik Sinir Si . Somatik Visseral Somatik Otonom
Periferik Sinir Sistemi Duyu Duyu Sistemn Sistem
v ‘V‘ - ‘V‘ .
Motor Sempatik Parasempatik
Noron Sistem Sistem

Tablo 2: Sinir Sistemi Organizasyonu

1.3 Periferik Sinir Anatomisi

Sinir sistemi noronlardan ve glia adi verilen destek hiicrelerinden olusur.
Noronlar gévde, akson, dendrit ve sinaptik terminal olmak iizere dort boliimden olusur.
Noronun gdvdesinden akson ve dendrit olmak {izere iki uzanti ¢ikar. Dendritler diger
noronlarla baglanti kurarken, aksonlar gévdeden gelen uyarilarin diger ndronlara ve
organlara iletilmesini saglar. Aksonlarin bir kismi santral sinir sisteminden c¢ikarak

periferik sinirleri olusturur (Sekil 1).

Presinaptik sonlanma

Dendrit

Sinir govdesi Ranvier bogumu

Miyelin kilifi

Sekil 1: Néronun Yapist

Periferik sinir sisteminde endondriyum adi verilen bag dokusu aksonu sarar.

Birkag yiiz akson birlikte perindriyum ile sarilarak sinir demetlerini (fasikiil) olusturur.



Birkag fasikiil bir araya gelerek periferik siniri olusturur. Periferik sinirin en diginda

epinéryum adi verilen bag dokusu vardir (Sekil 2).

Epinéryum

AKkson

Miyelin kilifi

Sekil 2: Sinir Lifinin Yapist

Biiyiik ¢apli aksonlar miyelin kilifi adi verilen ve aksonda iletim hizini arttiran

bir kilif ile sarilidir. Bu kilif periferik sinir sisteminin glial hiicresi olan Schwann

hiicrelerinin uzantilaridir.

1.4 Periferik Sinir Sistemi Yapisi

Motor noronlar santral sinir sisteminden koken alarak, spinal kordun on

boynuzuna dogru uzanir. On boynuz seviyesinde spinal korddan cikip periferik

sinirlerle hedef organlar1 innerve eder.

Duyu ndronlart spinal kordun disinda yer alan dorsal kok ganglionlarindan

koken alir ve hedef organlari innerve eder. Duyu ndronlarinin alt gruplari tabloda

belirtilmistir (Tablo 3).

Lif Tipi Boyut Modalite Miyelinizasyon
A-alfa (1) 13-20 mikrometre  Propriosepsiyon Var
A-beta (1) 6-12 mikrometre Propriosepsiyon, Var
vibrasyon, basing
A-delta (111) 1-5 mikrometre Keskin agr1 Var
C(1V) 0.2-1.5 mikrometre  Termal agri, yanma Yok

Tablo 3: Duyu néronlarimnin alt gruplart



Otonom noronlar sempatik ve parasempatik lifleri igerir. Preganglionik lifler
santral sinir sisteminden c¢ikarak sempatik zincir veya sempatik gangliyonlardaki
postganglionik noronlarla sinaps yapar.

Periferik sinir sisteminde sinir lifleri igerdikleri néronlara gére duyu, motor ve
karisik lifler olarak siniflandirilirlar. Duyu sinirleri duyu néronlarindan, motor sinirleri
motor noronlarindan, karisgik sinir ise duyu ve motor noronlarini birlikte igeren liflerden

olusur.

1.5 Diabetes Mellitus

Diabetes Mellitus, insiilin hormonunun yetersiz salinimi veya insiilinin etkisine
direng gelismesi sonucu karbonhidrat, yag ve protein metabolizmalarinda bozulmayla
seyreden bir hastaliktir (6). Insiilin hormonu bozukluklar1 sonucu hiicrelerin glikoz
alimi ve islemesi bozulur, kan glikoz seviyesi artar. Temel olarak iki tip DM vardir
(Tablo 4) (7). Tip 1 DM, (insiilin bagimli), insiilin sekresyonunun bozulmasina; Tip 2
DM, (insiilin bagimli olmayan), dokularin insiilin etkisine diren¢ gdstermesine bagli

olusur.

Diabetes Mellitus Siniflandirmasi

l. Tip 1 DM

Il. Tip 2 DM

I1l.  Diger DM Tipleri

Beta hiicre fonksiyonlarini ilgilendiren genetik defektlere bagl
Insiilin etkilerini ilgilendiren genetik defektlere bagh

Ekzokrin pankreas bozukluklarina bagli

Endokrinopatilere bagh

[lag ve kimyasallara bagh

Enfeksiyonlara bagl

Nadir immiin nedenlere bagl

X & mnm mg o w >

Diger genetik sendromlara bagl

IV.  Gestasyonel DM

Tablo 4: Diabetes Mellitus Siniflandirmasi



DM komplikasyonlar1 akut ve kronik olarak ikiye ayrilir. Akut komplikasyonlar,
diyabetik ketoasidoz, hiperglisemik hiperozmolar koma, hipoglisemi gibi hayat: tehdit
eden durumlardir (8). Kronik komplikasyonlar ise siirekli artmis kan glikozu ve
bozulmus karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasinin kan damarlarinda yaptigi
degisikliklerle olusur. Damar igindeki endotel hiicrelerinin asir1 glikoprotein liretmesi
sonucu bazal membran kalinlasir ve zayiflar. Anjiyopati, mikrovaskiiler ve
makrovaskiiler olarak iki grupta incelenir (9).

Makrovaskiiler komplikasyonlar, ateroskleroz ve kardiyovaskiiler hastaliklarla
iligkilidir. Koroner arter hastaligi, diyabetik miyonekroz, periferik arter hastaligi,
serebrovaskiiler olay bu grup komplikasyonlara 6rnektir (9).

Mikrovaskiiler komplikasyonlar, mikroanjiyopatinin sebep oldugu bir grup
hastaliktir. Diyabetik kardiyomiyopati, nefropati, noropati, retinopati, ensefalopati
mikrovaskiiler komplikasyonlardandir (9). Gelismis iilkelerde diyabetik noropati ve
damar hasarinin birlikte sebep oldugu diyabetik ayak iilserleri, travmatik olmayan
ekstremite amputasyonlarinin en sik nedenidir (10). Yine gelismis iilkelerde diyabetik
retinopati en sik gorme kaybi1 sebebi, diyabetik nefropati en sik hemodiyaliz

endikasyonudur (9).

1.6 Diyabetik Noropati

Noropati, sinir liflerinin progresif fonksiyon kaybr ile karakterizedir. Diyabetik
periferik noropati, DM’ye bagl periferik sinir disfonksiyonu olarak tanimlanir.
Noropati, diyabetik hastalarin %50’sini etkileyen, en sik goriilen komplikasyondur (2).
Bu komplikasyon, hastalarin hayat kalitesini ciddi olarak diisiirmektedir.

Diyabetik noropati etiyolojisi multifaktdryeldir. Semptomlarin ortaya ¢ikmasi
kan sekeri regiilasyonunun yamn sira, ileri yas, kan lipid seviyeleri, kan basinci, sigara
kullanimi1, uzun boy, alkol ve genetik gibi bir¢ok faktoére baghdir (11). Patofizyolojide
biyokimyasal, vaskiiler ve immiinolojik faktorler rol oynamaktadir (2).

Biyokimyasal olarak polyol yolagi, glikolizasyon son firiinleri, oksidatif stres
periferik néropatiye yol agmaktadir.

Polyol yolagy: Sinir dokusu glikozun hiicre i¢ine alinmasi igin insiiline ihtiya¢ duymaz.

Buna bagli olarak hiperglisemi sinirler i¢inde glikozun artmasma ve normal glikolitik



yolagin doyuma ulagsmasina neden olur. Fazla glikoz polyol yolagina girer, aldoz
rediiktaz ve sorbitol dehidrogenaz ile sorbitol ve fruktoza doniisiir. Sorbitol ve fruktoz
birikimi, azalmig miyoinositol, azalmis membran Na/K ATPaz aktivitesi, artmis
osmotik basing, bozulmus aksonal transporta sebep olarak sinirde harabiyete yol agar.
Glikolizasyon son iiriinleri: Fazla glikozun protein, yag ve niikleotidlerle yaptigi non-
enzimatik reaksiyonlar sonucu olusan glikolizasyon son iiriinleri néron biitiinligiinii ve
onarim mekanizmalarini bozar.

Oksidatif stres: DM’de artmis serbest radikaller net olmayan bazi mekanizmalar ile
siniri etkiler. Sinir iskemisi ve artmis glikolizasyon {irlinlerine sebep olur.

Biyokimyasal olarak etkilenmis sinirlerde endondral 6dem meydana gelir.
Odemli sinirler, tarsal tiinel gibi anatomik olarak dar bolgelerde sikisma hasarma daha
aciktir. Bu durum literatiirde “double crush” sendromu olarak tanimlanmustir (12).

Vaskiiler patogenezde hipoksi ve iskeminin periferik sinir damarlarinda vaskiilit
benzeri degisiklikler yaptigi, bazal membran kalinlasmasi ve endotel hiicrelerin
degredasyonu ile sinir hasari olustugu gosterilmistir (2).

Immiinolojik mekanizmada ise sinir ¢evresinde lenfosit infiltrasyonu, Tumor
Necrosis Factor, Interlokin-6 gibi mediatorler gosterilmis ve sinir hasarmin bu
immiinolojik mediatorlere bagli olabilecegi belirtilmistir (2).

Bu mekanizmalarin sonucu, sinirde aksonal dejenerasyon ve segmental
demiyelinizasyon olusur.

Diyabetik noropati 6nce uzun ve ince lifli (A-delta ve C) sinirlerini tutar.
Sikayetler genellikle ekstremitelerin distalinden baslar. Diyabetik ndropati bir¢ok duyu,
motor ve otonom semptoma sebep olabilir (9).

Duyusal semptomlar: Genellikle eldiven-gorap tarzi olarak tanimlanan ekstremitelerin
distalinde uyusukluk veya agri, yanma, batma, kaginma.

Motor semptomlar: Elde ince motor koordinasyonda azalma. Ayakta takilma,
proksimal kas zayifliklarina bagli merdiven ¢ikmada, tirmanmada zorluk.

Otonom semptomlar: Kardiyovaskiiler (persistan sinilis tasikardisi, ortostatik
hipotansiyon, aritmi), gastrointestinal (disfaji, karin agrisi, bulanti/kusma, diyare,
kabizlik), genitoiiriner (idrar yaparken zorluk, cinsel fonksiyon bozukluklari),
sudomotor (sicak intoleransi, gustatuar terleme) problemler. Ekstremitelerde terlemenin

kaybolmasi, kuru ve soguk cilde bagli fissiirler ve enfeksiyonlar.



Diyabetik noropatide semptomlarin yani sira, tantya bazi testler yardimer olur
(13). Dokunma ve “pinprick” duyusu, titresim testi, monoflaman ile yapilan koruyucu
duyu testi, derin tendon refleksleri, tinnel bulgusu, kranial sinir muayenesi, cildin
degerlendirilmesi  noropati  tamisinda  kullamilir. Kan basinci  ol¢iimii  ve
elektrokardiyografi ortostatik hipotansiyon ve aritmilerin teshisinde onemlidir. Sinir
iletim ¢alismalar1 néropatinin lokalizasyonu ve karakterini belirler.

Diyabetik noropati i¢in degisik siniflandirma sistemleri vardir. Genel olarak
simetrik ve asimetrik noropati olarak smiflandirilabilir. Bu smiflandirma disinda
kullanilan Thomas siniflandirmast anatomik ve patofizyolojik bir siniflandirmadir (14)
(Tablo 5). Diyabetik noropati klinik siniflandirmasi ise semptomlara gore yapilmaktadir

(Tablo 6)(15).

Diyabetik Noropati

1. Hiperglisemik ndropati (akut)
2. Yaygin simetrik polindropati
Duyusal ve sensorimotor ndropati
Simetrik proksimal motor néropati
Otonom noropati
Akut agrili duyusal ndropati
3. Fokal, multifokal noropati
Kraniyal noropati
Govde ve ekstremite noropatisi
Asimetrik alt ekstremite motor ndropatisi
4. Kronik inflamatuar demiyelinizan polindropati

5. Hipoglisemik noropati

Tablo 5: Thomas Diyabetik Noropati Siniflandirmasi

Diyabetik noropati, diyabetik ayagin en dnemli sebebidir. Diyabetik ayaklarin
%80’i diyabetik ndropati zemininde gelismektedir (16). Ayakta otonom noropatiye
bagh fissiir gelismesi sonucu cilt biitlinliigii bozulur. Bozulan cilt biitiinliigii ve azalmis
immiinolojik cevap, bakteriyel enfeksiyonlara zemin hazirlar. Kemik tiizerinde ve

parmak aralarindaki his kaybi, yaralarin farkedilmesini geciktirir. His kaybinin bagka bir



sonucu da “Charcot” deformitesi olarak adlandirilan ayak eklem biitiinliiklerinin
bozulmasidir. Agri duyusunun kaybi ile ligamentlerde asir1 zorlama, effiizyon ve sinovit
goriiliir. Ligamentlerin hasari, eklemlerde instabiliteye sebep olur. Motor noéropatiye
bagli olarak ayak intrinsik kaslarinda atrofiler goriiliir. Bu siire¢ sonucunda ayak arklar1
hasar goriir, yiirime mekanikleri bozulur, ayakta yiik dengeleri degisir. Yikiin fazla

oldugu yerlerde iilserasyon ve enfeksiyon gelisir ve bunlarin sonucunda gangren olusur.

Diyabetik Noropati Klinik Simiflandirma

NO Noropati yok

N1 Asemptomatik ndropati

Nla Noropatik testler bozuk

N1b Noropatik testler ve norolojik muayene bozuk

N2 Semptomatik néropati

NZ2a Semptomatik noéropati, noropatik testlerde
bozukluk

N2b N2a ve ayak dorsifleksiyon zayifligi

N3 Oziirliiliige sebep olan polindropati

Tablo 6: Diyabetik Noropati Klinik Siniflandirmasi

Diyabetik noéropati tedavisinde amag, siki seker kontroliinliin yani sira,
komplikasyonlar olusmadan once sinir hasarina neden olan sebeplerin engellenmesidir
(17). Glintimiizde diyabetik noropati tedavisi daha ¢ok semptomlar1 azaltmaya yonelik
olsa da sebebi ortadan kaldiracak veya ilerlemeyi durduracak tedavilere yonelik bir¢cok
calisma mevcuttur. Medikal tedavide, polyol yolagini bloke eden aldoz rediiktaz
inhibitorleri, antioksidan maddeler kullanilmistir (18, 19).

Diyabetik ndropatinin cerrahi tedavisi ilk kez 1992 yilinda Dellon tarafindan
tanimlanan sinir dekompresyonu {izerine gelistirilmistir (20). “Double crush”
sendromuna bagli olarak, DM’den biyokimyasal olarak etkilenmis sinirler, anatomik
olarak dar bolgelerdeki sikismalardan daha ¢ok zarar goriir (17). Anatomik olarak
stkisma bolgelerinin dekompresyonu ile hastalarin agr1 ve uyusukluk gibi ndropatik
sikayetlerinin diizeldigi bircok ¢aligmada gosterilmistir. Cerrahi tedaviden en ¢ok yarar

goren hastalar, ndropatinin baslangi¢c asamasinda oldugu, iilser gelismemis hastalardir.



Noropati tedavisinde literatiirde biiyiime faktorleri ve kok hiicrelerle ilgili
caligmalar umut vericidir. Kemik iliginden elde edilen kok hiicrelerin noropatik
sinirlerin  hasarim1  azalttigi, noron rejenerasyonuna katkida bulundugu ve
vaskiilarizasyonu arttirdigr deneysel olarak gosterilmistir ancak bu konuda insanlar

tizerinde yaymlanmis bir ¢alisma yoktur (21).

1.7 Yag Dokusu ve Stromal Vaskiiler Fraksiyon

Adiposit ad1 verilen yag hiicreleri, diferansiye olmamis mezensimal hiicrelerden
koken alir. Adipositler, yag sentezi, depolanmasi ve salimimindan sorumludur.
Tamamen diferansiye olan adipositlerde hiicre béliinmesi olmaz. iki tip adiposit hiicresi
vardir (7). Tek, biiyiik yag tanesi i¢eren unilokiiler adipositler beyaz adipoz dokuyu;
coklu kiiciik yag taneleri i¢eren multilokiiler adipositler kahverengi adipoz dokuyu
olusturur. Embriyolojik gelisimde, erken fotal donemde preadipositler, epiteloid
prekiirsor hiicreler halinde kahverengi adipoz dokuyu olusturur. Bu olay primer yag
dokusu olusumudur. Ge¢ fotal donemde ise fusiform prekiirsér hiicreler bag dokusu
icinde olusarak beyaz adipoz dokuyu olusturur. Bu sekonder yag dokusu olusumudur.

Beyaz adipoz doku, viicutta subkiitan dokuda bulunur. Erkeklerde boyun, omuz,
kalga, uyluk boélgesinde, ilerleyen yaslarda ise abdominal bolgede yogun olarak
bulunurken, kadinlarda meme, kalg¢a, uyluk boélgelerinde birikim gosterir. Her iki
cinsiyette de abdominal kavite, omentum ve mezenterlerde goriiliir. Yag dokusu bag
dokusu ile septalara ayrilir, bu septalar i¢inde zengin kapiller damar aglar1 ve ndéronlar
mevcuttur. Viicudun 1s1 yalitimi, darbelere karsi koruma, endokrin regiilasyon, kas
stirtlinmelerinin azaltilmasi ve viicut konturunun saglanmasi gibi gorevleri vardir.

Kahverengi yag dokusu hayatin ilk 10 yilinda beyaz adipoz dokunun bulundugu
her yerde bulunabilirken, ilerleyen yaslarda bobrek ve suprarenal bolge, aort gevresi,
boyun ve mediasten gibi derin bolgelerde bulunur. Adiposit mitokondrilerindeki yiiksek
sitokrom oksidaz igerigi nedeniyle kahverengi goriiniir. Viicudun 1s1 iretimini
(termogenez) saglar. Is1 liretimi diginda bazal membran komponentleri, otokrin, parakrin
ve endokrin hormonlar salgiladigi gosterilmistir. Noronlar adipositlerde sonlanir.

Adipoz doku adipositlerin yani sira pre-adiposit, post-adiposit, mezensimal kok

hiicre, endotelyal hiicre, perisit, mast hiicresi, makrofaj, fibroblast, retikiilosit ve sinir
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hiicrelerinden olugur. Dokuda bulunan mezengimal hiicreler yalnizca monopotent degil,
multipotent de olabilir. Bu multipotent mezensimal hiicreler adipoz dokudan derive kok
hiicre olarak adlandirilir. Yapilan calismalarda 1 cm?® adipoz dokuda 1 milyon adiposit,
I milyon adipoz dokudan derive kok hiicre, 1 milyon vaskiiler endotelyal hiicre, 1
milyon diger hiicre (makrofaj, lenfosit, perisit, fibroblast vb.) saptanmistir. Adipoz
dokudan derive kok hiicreler adipoz doku i¢inde genellikle perikapiller yerlesimlidir.
Tim insan hiicreleri i¢inde beyaz adipoz dokudan elde edilen kok hiicreler, en yiiksek
plastisiteye sahip hiicrelerdir (5).

Adipoz dokudan derive kok hiicrelerin klinik kullanimlan ile ilgili birgok
calisma mevcuttur. Kok hiicrelerin kondrojenik, osteojenik, miyojenik, kardiyojenik,
vaskiiler, endokrin, hepatik ya da hematopoetik hiicrelere doniisebilecegi ¢esitli
caligmalarla gosterilmistir (5). Yag dokusunun kolay erisilebilir bir doku olmasi,
klinikte kok hiicre calismalarint hizlandirmigtir. Bu doku, eksizyonla veya yag
aspirasyon islemi ile elde edilebilir. Plastik cerrahide yaygin olarak yapilan yag
aspirasyon islemi ile 200 ml aspirattan 0.1-1 milyar ¢ekirdekli hiicre elde edilebilir. Bu
cekirdekli hiicrelerin %10’unu adipoz dokudan derive kok hiicreler olusturur. Direk
eksize edilen yag dokusundan elde edilen kok hiicre sayist daha fazladir. Bunun nedeni
kok hiicrelerin damar g¢evrelerinde bulunmasi ve yag aspirasyonu sirasinda aspire
edilmemesi olabilir.

Cerrahi olarak aspire edilen yag dokusu iki boliimden olusur. Ust tabaka yag
dokusunu igerir. Alt tabaka; kan, yag emme islemi Oncesi cerrahi bolgeye verilen
infiltrasyon soliisyonu ve doku kalintilaridir. Yag dokusunu igeren {ist tabakanin
kollajenaz ile parcalanmasi ve santrifiijii sonrasi, adipositler kok hiicreleri iceren diger
hiicrelerden ayrilir. Kok hiicreleri de igeren bu hiicre ¢okeltisi SVF olarak adlandirilir.

Yag dokusundan SVF elde etme yontemleri 1960’11 yillarda Rodbell ve Jones
onciiliigiinde tanimlanmistir (22). Calismacilar sican yag yastik¢iklarini kii¢iik parcalara
ayirip, hematopoetik hiicreleri uzaklastirmak i¢in yikadiktan sonra, doku parcgalarini
kollajenazla inkiibe etmisler, dokuyu santrifiij ettikten sonra SVF elde etmislerdir (22).

SVF heterojen bir hiicre popiilasyonudur. igeriginde; dolasimdaki kan hiicreleri,
fibroblastlar, perisitler, endotelyal hiicreler ve preadipositler bulunur. SVF igindeki kok
hiicrelerin immiinfenotipi incelendiginde kendine 6zgii adezyon ve reseptdr molekiilleri,

yiizey enzimleri, ekstraseliiler matriks ve iskelet proteinleri, stromal hiicre fenotip
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proteinlerinin ekspresyonu goriiliir (Tablo 7) (22). Bu immiinfenotipin bilinmesi,

spesifik proteinlerin immiinomanyetik veya flow sitometrik yontemlerle segcilerek

heterojen SVF’den daha saf kok hiicre elde edilmesi i¢in 6nemlidir. Adipositten elde

edilen kok hiicreler ile kemik iliginden elde edilen kok hiicreler arasinda %90 oraninda

benzerlik saptanmistir (23).

Antijen

Yiizey-Pozitif Antijen

Yiizey-Negatif Antijen

Adezyon molekiilleri

Reseptor molekiilleri

Enzimler

Ekstraseliiler matrix

molekiilleri

Iskelet molekiilleri
Hematopoetik
Kompleman kaskadi
Histokompetabilite
Kok hiicre

Stromal hiicre

CD9 (tetraspan), CD29 (b,
integrin) , CD49 (a4 integrin),
CD54 (ICAM-1), CD105
(endoglin), CD166
(ALCAM)

CD44 (hyaliironat), CD71
(transferrin)

CD10 (16semi antijeni),
CD13 (aminopeptidaz),
CD73 (5’ekto-niikleotidaz),
aldehit dehidrogenaz

CD90 (Thyl), CD146
(Muc18), kollajen tip 1 ve 3,
osteopontin, osteonektin

Diiz kas aktin, vimentin

CD55, CD59 (pronektin)
HLA-ABC

CD34, ABCG2

CD29, CD44, CD73, CD90,
CD166

CD11b (ay integrin), CD18
(b2 integrin), CD50
(ICAM-3), CD56
(NCAM), CD62 (E-
selektin), CD104

CD16 (Fc reseptor)

CD14, CD31,CD45

HLA-DR

Tablo 7: Insan Adipoz Kokenli Kok Hiicre Immiinfenotipi (22)

Yag dokusundan elde edilen kok hiicrelerin onarim ve

rejenerasyon

mekanizmalar ile ilgili birgok ¢alisma yapilmistir (22). Elde edilen verilerden ilki kok
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hiicrelerin sitokin ve biliylime faktorii salarak konagin kendi kok hiicreleri i¢in ortam
olusturmasidir. Benzer sekilde iskemik bolgeye nakledilen kok hiicrelerin; antioksidan
kimyasallar, serbest radikal temizleyicileri, saperon ve 1s1 proteinleri saglayarak hiicre
sagkaliminmi arttirdig1 diisiiniilmektedir. Bu parakrin etkilerin disinda yag dokusundan
elde edilen kok hiicrelerin, adiposit, kardiyomiyosit, kondrosit, endotel, miyosit, ndron,
osteoblast gibi hiicrelere diferansiye oldugu gosterilmistir.

SVF ve kok hiicrelerle ilgili yapilan deneysel ¢alismalarin yani sira, literatiirde
klinik caligmalar da mevcuttur. Meme rekonstriiksiyonu sonrasi deformitelerin
diizeltilmesi, perianal fistiillerin ve fekal inkontinansin tedavisi, skar tedavisi, multipl
skleroz ve amyotrofik lateral skleroz gibi norolojik hastaliklarin tedavisi, karaciger
sirozunda karaciger rejenerasyonunun saglanmasi, miyokard iskemisi tedavisi gibi

calismalarin olumlu sonuglari sunulmustur (24).

1.8 Deneysel Hayvan Modelleri

Deneysel hayvan modelleri, insana veya diger hayvan tiirlerine benzer
biyolojilerin ve davraniglarin arasgtirilmasi i¢in kullanilir. Deneysel hayvan modelleri 5
gruba ayrilir (25).

1. Hastaliklarin deney hayvanlarinda spontan olarak olustugu modeller

2. Hastaliklarin deney hayvanlarinda kimyasal/cerrahi olarak olusturuldugu
modeller

3. Hastaliklarin deney hayvanlarinda genetik manipiilasyonla olusturuldugu
modeller

4. Deney hayvanlarinin belirli bir hastaliga direngli oldugu negatif modeller

5. Insanlarda karsilig1 olmayan hastaliklar1 olan deney hayvani modelleri

Deneysel hayvan modelleri ile arastirma yapilirken, deney hayvanlarina en 1yi
bakim saglanmali, en az sayida deney hayvani kullanilmali, miimkiinse deney
hayvanlar1 yerine alternatif modeller kullanilmali, tiim yonetmelik ve kurallara

uyulmalidir (26).
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1.8.1 Diyabetik Hayvan Modelleri

Deney hayvanlarinda DM ilk kez 1880°li yillarda Minkowaki tarafindan
kopeklerin pankreasi ¢ikarilarak olusturulmustur (25). Gliniimiizde DM olusturmak i¢in
medikal, cerrahi, genetik manipiilasyon gibi bircok yontem kullanilmaktadir.

Cerrahi olarak pankreasi ¢ikarilmig sigan ve fareler DM deneylerinde en sik
kullanilan modellerdir (27).

Cerrahi pankreatektomi disinda pankreasta hasar olusturan maddeler, DM ve
komplikasyonlarini arastirmada degerli modellerdir. Alloksan, streptozotosin, vacor,
dithizon, 8-hidroksikinolon, deney hayvanlarinda diyabetojenik olarak kullanilan
kimyasal maddelerdir. Kimyasallar haricinde diyetle indiiklenen DM modelleri de
mevcuttur (27).

Streptozotosin, Strepromyces achromonges’ten elde edilen nitroziire derivesidir.
Genis antibiyotik spektrumu ve antineoplastik aktivitesi vardir. Glikoz transportu,
glukokinaz fonksiyonu ile ilgili yolaklarla etkilesimden ve DNA kirilmalarindan
sorumludur. Kemirici deney hayvanlarinda tek yiiksek doz (50-75 mg/kg) veya coklu az
doz (40mg/kg 5 giin) streptozotosin uygulamasi, pankreasa toksik hasar vererek
insiilinopenik DM yaratir. Diger kimyasal maddelere gore uzun yarilanma omrii ve
hiperglisemi siiresi, diisiik ketoasidoz ve mortalite riski, diyabetik komplikasyonlarin
daha iyi gozlenebilmesi sebebiyle tercih edilir (25, 27).

Genetik manipiilasyonla elde edilen deney hayvanlart tip 1 ve tip 2 DM
tirlerinde yaygin olarak kullanilirlar. Tek gen, poligenik, transgenik mutasyonlarla
insiiline farkli sekilde yanit veren, obez veya obez olmayan degisik soylar elde edilir
(Tablo 8) (27).

Tip 1 DM Deney Hayvam Modelleri Tip 2 DM Deney Hayvam Modelleri

Non-obez DM (NOD) fare Ob/Ob fare
Bio breeding (BB) sigan Db/db fare
Long Evans Tokushima lean (LETL) Fa/fa Zucker sican

sigan
KDP sigan Goto Kakizaki sican
LEW-iddm sigcan KK fare
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New Zeland beyaz tavsan NSY fare

Keeshond kopek OLETF sigan

Cin hamster Israil sand sigan

Macacca nigra siyah maymun Fat-fed sican
CBA/Ca fare
Torri sigan

New Zeland obez fare

Tablo 8: Diyabetik Deney Hayvani1 Modellerine Ornekler

1.8.2 Diyabetik Noropati Modelleri ve Noropatinin Degerlendirilmesi

Deney hayvan modellerinde diyabetik ndropati dinamik ve ilerleyici bir seyir
gosterir (28). Akut metabolik fazda sinir iletim hizi yavaslar, hiperaljezi olusur. Bu
fazdaki belirti ve bulgular geri doniistimlii olabilir. DM siiresi ilerledik¢e kronik yapisal
degisiklikler ortaya cikar.

Diyabetik noropati olusturmak igin en sik streptozotosin ile diyabetik
olusturulmus siganlar kullanilir (28). Tek doz uygulamasindan sonra 270 mg/dl {izeri
kan glikoz seviyesi DM olarak kabul edilir. Allodini ve sinir iletim hizinda yavaslama
2-4 hafta icinde olusabilirken, sinirde yapisal degisiklikler 8-16 hafta i¢inde ortaya
cikabilir.

Deney hayvanlarinda diyabetik noropati tanisi1 koyabilmek icin 2 veya 3
degerlendirmede kontrol deneklere gore istatistik olarak anlamli sonuglar elde etmek
gerekir (28). Bu degerlendirmeler histopatolojik, elektrofizyolojik ya da davranmigsal
testler ile yapilir.

Diyabetik noropati gelisen siganlarda histopatolojik olarak miyelinli lif sayis
azalir, lif yogunlugu artar, akson/lif boyu orani azalir. Miyelinli lif atrofisi akut ve
kronik donemdeki ndropati i¢in karakteristiktir (29). Yeni c¢aligsmalarda intraepitelyal
sinir liflerinin saptanmasiyla daha dogru karsilastirmalar ve sonuglar elde edilmistir
(28).

Elektrofizyolojik  ¢aligmalar  diyabetik  noropati  modellerinde  sinir
disfonksiyonunu ve uygulanan tedavinin basarisini gosteren Onemli testlerdir (28).

lletim hizlar1 kas EMG’lerinde M ve H dalgalart ile 6l¢iiliir.
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Davranig testleri; duyu kaybi, agri, parestezi, allodini gibi duyu
disfonksiyonlarini saptamak igin kullanilir (28). Bu testler i¢inde kimyasal ajanlar,
basing veya sicaklik ile duyu stimiilasyonu vererek deney hayvaninda ayak c¢ekme
hareketini gostermek en sik tercih edilen yontemlerdir. Ancak testleri uygularken deney
hayvanina verilen stres ve deri kalinlig1 gibi bazi anatomik 6zellikler nedeniyle tek bir
davranis testi yanlis sonuclar verebilir.

Deneysel modellerde periferik sinir analizi i¢in kullanilan bir baska test ise
yiiriime yolu analizidir. Sigan siyatik siniri ile hem motor hem duyu sinir fonksiyonu
degerlendirilebilir (30). 1979 yilinda Hruska et al. siganlarin yiirime paternlerini
inceleyerek norolojik hastaliklarin  arastirllmasi i¢in  yeni ve hizli bir test
tanimlamiglardir. 1982’de De Medinaceli et al. yiirlime yolu ile elde edilen sican ayak
izleri i¢in siyatik fonksiyon indeksini kullanmistir. Giiniimiizde birgok sinir fonksiyonu

calismasinda bu indeks kullanilmaktadir.
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2. GEREC VE YONTEM

Calisma; Tiirkiye Cumbhuriyeti Saglik Bakanligt Kamu Hastaneleri Kurumu
Ankara 1li 1. Boélge Kamu Hastaneleri Birligi Genel Sekreterligi Diskap1 Yildirim
Beyazit Egitim ve Arastirma Hastanesi Etik Kurulu’nun 02.05.2012 tarih ve 2012/6
protokol numarali onay1 ile aym hastanenin Deney Hayvam Uretimi ve Deneysel
Aragtirma Laboratuvari’nda gergeklestirildi.

Calismada agirliklar1 250-300 gram arasinda degisen 44 adet 3-4 aylik Wistar
cinsi albino erkek sican kullanildi. Sicanlar 22-24 °C sicaklikta, 12/12 saat 151k
dongiisiinde, bir kafeste 4 sican olacak sekilde barindirildi. Deney hayvanlari, herhangi
bir s1v1 ve besin kisitlamasi yapilmadan standart sigan yemi ve su ile beslendi.

Deney hayvanlar rastgele secilerek 5 gruba ayrildi. Kontrol grubu 8 sican,
diyabetik deney grubu 36 si¢an olarak belirlendi (Tablo 9).

Diyabetik deney grubu olan 36 sicana 24 saat aclik sonras1 50 mg/kg tek doz
streptozotosin (Streptozocin, Sigma-Aldrich Co., USA) intraperitonel olarak uygulandi.
Uygulamadan sonra siganlar kisitlama olmaksizin beslenmeye devam etti. 72 saat sonra
kuyruk veninden alinan kandaki glikoz seviyesi 300 mg/dl ve iizeri olan siganlar
diyabetik olarak kabul edildi. Sicanlarin kan glikoz seviyeleri haftalik olarak,
glukometre (GlucoLeader-yasee GLM-76, HMD Biomedical Inc., Taiwan) ile dl¢iildi,
550 mg/dl iizerinde glikoz seviyesi olan siganlara 1 IU kristalize insiilin subkiitan olarak
uygulandi.

Diyabetik olan deney grubu kendi i¢inde 4 gruba ayrildi. Deneyin 8. haftasinda
sekiz adet sican, SVF elde etmek i¢in kullanildi. On adet sicanin sag siyatik sinirine
SVF, diger on adet siganin siyatik sinirine fosfat tamponlu salin (FTS) enjekte edildi.
Sekiz adet si¢ana ise herhangi cerrahi bir islem veya enjeksiyon uygulanmadi.

EMG kayitlar1 ADInstruments PowerLab 8/30 (ADInstruments Pty Ltd.,
Australia) ile alindi. Elektriksel uyarmin verildigi elektrotlar siganda popliteal fossaya
yerlestirildi. Uyarinin alindig1 pozitif ve negatif elektrotlar ayakta 2. ve 3. web aralifina,
toprak elektrodu ise ayak tabaninda deri altina yerlestirildi (Resim 1). Tiim kayitlar her
iki bacaktan alindi ve genel anestezi altinda gergeklestirildi. EMG kayitlar ile alinan

veriler LabChart V8 (ADInstruments Pty Ltd., Australia) ile analiz edildi. Esik degerler
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ve supramaksimal uyar1 degerleri kaydedildi. EMG dalgalarinin gecikme siireleri ve

genlik degerleri dlciildii.

Deney Gruplan*

1 2 3 4 5

s EMG X X X X

FIG Yiirtime yolu analizi X X X X

o STZenjeksiyonu X X X X

EMG X X X X

s Yurime yolu analizi X X X X
FIU SVF alma X

o  Enjeksiyon X X
Terminasyon X

< EMG X X X X

S Yirime yolu analizi X X X X

& Terminasyon X X X X

Tablo 9: Deney Semasi

Deney Gruplar*

Kontrol grubu, n:8

Diyabetik si¢an, adipoz dokudan SVF elde edilen, n:8
Diyabetik sican, kontrol n:8

Diyabetik sigan, siyatik sinire FTS enjekte edilen, n:10

g &~ Do

Diyabetik sigan, siyatik sinire SVF enjekte edilen, n:10

Resim 1: Elektromiyografi Kayitlari
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Yiirlime analizi, 8.2x42 cm boyutlarinda, sonu karanlik kutuya agilan yol ile
yapild1 (Resim 2). Ayak izleri beyaz fotokopi kagidi iizerine mavi 1stampa miirekkebi
ile alind1 (Resim 3). Alinan ayak izlerinden ayak uzunlugu, ayak genisligi ve orta ayak
genisligi hesaplandi. Ayak uzunlugu, topuktan 3. parmaga; ayak genisligi, 1. parmaktan
5. parmaga; orta ayak genisligi, 2. parmaktan 4. parmaga olan uzunluk oOlgciilerek

belirlendi. Bu degerlerle siyatik fonksiyon indeksi hesaplandi (Sekil 3).

Resim 2: Yirime Yolu

Resim 3: Sigan Ayak izi

DAU-NAU) N (DAG-NAG) N (DOAG-NOAG)
NAU NAG NOAG i
Sekil 3: Siyatik Fonksiyon Indeksi Formiilii (30)

SFI=-38.3 (

DAU: Deney yapilan ayak uzunlugu

NAU: Deney yapilmayan, normal ayak uzunlugu
DAG: Deney yapilan ayak genisligi

NAG: Deney yapilmayan, normal ayak genisligi
DOAG: Deney yapilan orta ayak genisligi

NOAG: Deney yapilmayan, normal orta ayak genisligi

EMG o6lctimleri, cerrahi islemler ve enjeksiyonlar genel anestezi altinda yapildi.

Anestezi, intraperitoneal olarak uygulanan 50 mg/kg ketamin hidrokloriir (Ketalar,

Pfizer, Istanbul), 5 mg/kg ksilazin hidrokloriir (Rompun, Bayer, Istanbul) ile sagland.
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Diyabetik olan 8 adet sican SVF elde etmek i¢in kullanildi. Genel anestezi
altinda, inguinal bolge tiras edildikten sonra %10 povidon iyot ile saha temizligi yapildi.
Siganlar supin pozisyonda tespit edildi. inguinal bolgeye yapilan oblik insizyonla
inguinal yag yastik¢igina ulasildi (Resim 4). Bilateral yag yastik¢igi, derin inferior
epigastrik arter baglanarak eksize edildi.

Yag yastik¢iklart 1-2 mm?® parcalar haline getirilerek FTS (PBS, Sigma-Aldrich
Co. USA) ile yikandi. Yikanan yaglara kollajenaz (Collagenase from Clostridium
histolyticum, Sigma-Aldrich Co. USA) uygulanarak 37°C’lik galkalamali inkiibatorde
30 dakika bekletildi. Yeniden FTS ile yikanan siispansiyon 600xg de 10 dakika santrifiij
edildi. Olusan siispansiyonda altta kalan kistm SVF olarak kullanildu.

Deney gruplarina enjeksiyonlar, sicanlarin dorsalinden biceps femoris ve gluteus
maksimus kaslar1 arasindan sag siyatik sinir lojuna yapildi (Resim 5). Deney

gruplarindan ilkine 0.5 cc FTS enjekte edilirken, ikinci gruba 0.5 cc SVF uygulandi.

Resim 4: Inguinal Yag Yastik¢iginin Diseksiyonu

Resim 5: Siyatik Sinire Enjeksiyon
Deney sonunda si¢anlar yiiksek doz anestezi ile sakrifiye edildi. Bilateral siyatik

sinirler patolojik inceleme igin eksize edildi. Patolojik inceleme Ankara Universitesi Tip

Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’nda yapildu.
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Patolojik inceleme i¢in eksize edilen sinirler %10’luk formaldehit i¢eren kaplara
alindi. Mikroskopik inceleme igin Luxol Fast Blue (Sigma-Aldrich Co. USA), Periodic
acid-Schiff (Merck Millipore, Merck KGaA, Germany) ve Crystal violet (Merck
Millipore, Merck KGaA, Germany) ile boyama uygulandi. Siyatik sinirler 1s1k
mikroskobu altinda miyelin kalinligi, miyelin yapisi, sinir liflerinin sayis1 ve capi
yoniinden incelendi.

Bulgularin istatistiksel analizi IBM SPSS Statistics v20 (IBM, USA) ile yapildi.
Gruplar arasi ¢oklu analizler i¢in Kruskal Wallis testi; gruplar arasi ikili analizler i¢in
Mann Whitney testi; grup i¢i haftalik degisimler igin Wilcoxon testi kullanildi. Sonuglar

%095 gliven araliginda incelendi.
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3. BULGULAR

Calismada kullanilan siganlardan diyabetik kontrol grubunda olan bir si¢an ile
deney grubunda FTS enjekte edilen bir siganda ayaklarda DM’ye bagli kontraksiyon
gelisti. Bu siganlar, yiirlime yolu analizi ve EMG 0lg¢iimleri yapilamadigi i¢in ¢alisma
dis1 birakildi.

3.1 Yiiriime Yolu Analizi

Kontrol grubu, diyabetik kontrol grubu, siyatik sinire fosfat tamponlu salin
enjekte edilen FTS grubu ve siyatik sinire stromal vaskiiler fraksiyon enjekte edilen
SVF grubunun 0., 8. ve 12. haftalardaki siyatik fonksiyon indeksi incelendi (Tablo 10).
Kontrol grubunda haftalar aras1 fark saptanmadi (p=0.897). Diyabetik kontrol grubu ve
deney gruplarinda ise 0. ve 8. haftalar arasinda siyatik fonksiyon indeksi belirgin
sekilde diiserken, diyabetik kontrol grubu ve FTS grubunda 8. ve 12. haftalar arasinda
fark goriilmedi. SVF grubunda ise 8. ve 12. haftalar arasinda siyatik fonksiyon
indeksinin diizeldigi, bu diizelmenin istatistiksel olarak anlamli oldugu gorildi
(p=0.005).

-30 \ =#=Kontrol
-40 \\ = Diyabetik Kontrol

PBS
-60 \

= SVF
70 %
-80 A

Tablo 10: Yirume Yolu Analizi

Siyatik Fonksiyon indeksi
o
S
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Gruplar arasi incelemede 0. hafta 6l¢iimlerinde gruplar arasi fark goriilmedi. 8
haftada kontrol grubuna gore tiim diyabetik gruplarda belirgin diisiis goriildii, diyabetik
gruplar arasinda ise siyatik fonksiyon indeksi degerlerinin benzer oldugu goriildii
(p=0.477). 12. haftada diyabetik kontrol ve FTS grubu arasinda fark goriilmezken, SVF
grubu ile FTS grubu ve diyabetik kontrol grubu arasinda anlamli fark saptandi
(p=0.001, p=0.003).

3.2 Elektromiyografi Analizi

Yiiriime yolu analizine benzer sekilde gruplarin 0., 8., 12. hafta, sag ve sol
bacaklarinin EMG ol¢limlerden elde edilen genlik degerleri (amplitiid, mV), ve genlik
stireleri (latans, ms) karsilastirildi. Tiim gruplarin haftalara gore sag ve sol bacaklari
kendi arasinda ve gruplar arasinda degerlendirildiginde sadece 12. Hafta 6l¢iimlerinde
SVF wverilen grubun sag bacaginda latans degerinde diyabetik gruba gore anlamli
kisalma saptandi (p=0.009). Bu veri disinda kontrol ve diyabetik gruplar arasinda da

istatistiksel olarak fark goriilmedi.

3.3 Histopatolojik Analiz

Deneyin sonlandirilmasini takiben alinan siyatik sinirler miyelin kilifi kalinligs,
miyelin defekti, lameller bosluklar, sinir lifi sayist ve c¢apt acisindan degerlendirildi.
Miyelin kilif kalinlig1 1-en ince, gevsek disorganize, 4- en kalin, yogun, uniform,
lameller olacak sekilde 1°den 4’e:

Miyelinde vakuoler defektler 0-yok, 4-en ¢ok olacak sekilde 0’dan 4’¢:
Lameller bosluklar 1-normal, 4-genis, ayrilmis olacak sekilde 1’den 4’¢:
Sinir lifleri 4-normal, en ¢ok, 1-en az olacak sekilde 1’den 4’e kadar numaralandirildi.

Kontrol grubunda miyelin lifleri benzer kalinlikta ve olduk¢a uniform
goriinimdeydi. Miyelin liflerinde incelme, disorganizasyon, ayrilma, sinir liflerinin
say1s1 ve caplarinda azalma gozlenmedi. Miyelinde vakuolar defektler minimal olsa da
tim deneklerde izlendi. Bunun tespit ve takip sirasinda olustugu diistiniildii. SVF
grubunun sol siyatik sinirlerinde miyelin liflerinde orta siddette hasar saptanirken, sag

siyatik sinirlerinde hafif-orta siddette saptandi (Resim 6).

23



Tim gruplarin istatistik olarak incelemesinde miyelin kalinliginin diyabetik
gruplarda kontrol grubuna gore anlamli sekilde azaldigi (p=0.01) ancak sag ve sol
siyatik sinir arasinda higbir grupta fark olmadigi goriildii. Diyabetik gruplar arasinda
diyabetik kontrol grubu ile FTS grubunun benzer kalinliga sahip oldugu, ancak SVF
grubunun sag siyatik sinirinin diger gruplara gore anlamli olarak daha kalin oldugu
saptandi (p=0.005). Miyelinde vakuoler defektler tiim diyabetik gruplarda benzer
sekilde izlendi. Lameller arasindaki bosluklar diyabetik kontrol grubu ve FTS grubunun
her iki siyatik sinirinde de goriiliirken SVF grubunun sag siyatik sinirinde hem sola gore
hem diger gruplara gore daha az goriildi (p= 0.016, p=0.001). Sinir liflerinin sayis1 ve
caplar tiim diyabetik gruplarda azalmis olmakla birlikte, lameller arast bosluga benzer
olarak, SVF grubunun sag siyatik sinirinde hem sola gére hem diger gruplara gore daha

az belirgindi (p=0.011, p=0.003).
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Resim 6: Histopatolojik Analiz, Luksol Fast Boyama

A: Kontrol grubu siyatik sinir, 400x, miyelin kiliflar1 normal, uniform.

B: Kontrol grubu siyatik sinir, 200x, sinir lifleri normal

C: SVF enjeksiyonu uygulanan diyabetik grup, SVF enjeksiyonu yapilmayan sol siyatik
sinir, 400x, miyelin kiliflar1 incelmis, vakuoler defektler +

D: SVF enjeksiyonu uygulanan diyabetik grup, SVF enjeksiyonu yapilmayan sol siyatik
sinir, 200x, sinir lifleri azalmig, incelmis

E: SVF enjeksiyonu uygulanan diyabetik grup, SVF enjeksiyonu yapilan sag siyatik
sinir, 400x, miyelin kiliflar1 incelmis ancak sol sinire gore daha uniform

F: SVF enjeksiyonu uygulanan diyabetik grup, SVF enjeksiyonu yapilan sag siyatik

sinir, 200x, sinir liflerinin g¢ap1 ve sayisi sol siyatik sinire gore daha fazla
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4. TARTISMA

Diyabetik ayagin en 6nemli komponenti olan diyabetik noropati, énemli bir
morbidite ve mortalite sebebidir. Erigkin hastalarda travmatik olmayan amputasyonlarin
%60°1 DM nedeniyle yapilmaktadir. Tiim diyabetik komplikasyonlar arasinda noropati,
en fazla hastaneye yatis sebebidir. Sik goriilmesi ve yarattigi sorunlarin yani sira,
noropatinin spesifik bir tedavisi de bulunmamaktadir.

Diyabetik hastalarda goriilen en sik noéropati tipi kronik sensorimotor distal
simetrik polindropatidir (9). Noropatinin siddeti hipergliseminin ciddiyeti ve siiresine,
kan glikoz seviyelerindeki dengesizlige ve genetik yatkinliga bagli olarak degisir.
Asemptomatik olabilecegi gibi agri, karmmcalanma, yanma gibi pozitif bulgular veya
hissizlik gibi negatif semptomlar da goriilebilir. Muayenede simetrik duyu kaybu,
reflekslerin alinamamasi, propriyosepsiyon duyusunun kaybi, kuru ve sicak cilt, plantar
kallus, parmaklarda pengelesme, pes cavus ve ilserler saptanabilir.

Semptomlar ve bulgular ile birlikte kullanilan baz testler tantya yardimcidir. Bu
testler diyabetik hastalarda ndropati risk degerlendirmesi ve tarama testi olarak da
kullanilabilirler (15). Klinikte en yaygin kullanilan test Semmes-Weinstein monoflaman
testidir. Ayakta dort noktada basing hissini 6lgen testin sensitivitesi ¢esitli caligsmalarda
%86-100 arasinda degismektedir (15). Sicak-Soguk testi, titresim testi, pinprick testi
klinikte kullanilan diger testlerdendir.

Elektrofizyolojik testler, ndropatinin baslangict ve ilerleyisinin takibi i¢in
onemlidir. Elektrofizyolojik calismalar; objektif, parametrik, invaziv olmayan, giivenilir
sonuglar vermesine karsin kalin ve miyelinli sinir liflerindeki patolojileri gostermede
daha basarilidir. Bu testlerin en 6nemli amaglar1 diger noropatiler ile ayirici tanida
kullanilmalaridir. Diyabetik noropatide elektrofizyolojik ¢aligmalarda sinir iletim
hizlari, genlik, siire, alan dl¢iimleri, F-dalgalar1 ve uyarilabilirlik 6l¢iilebilir. Noropatide
sinir iletim hizlarinin yavaglamasi beklenir. Bu yavaslamanin mekanizmasi sinir
liflerinin miyelin yapilarinda bozulma, sinir lifi ¢aplarinda azalma, sinir liflerindeki
iyon kanallariin bozulmasi olarak siralanabilir (15). Sinir iletim ¢aligmalar1 ndropatinin
baslangici, seyri ve subklinik néropati hakkinda bilgi verir. Genlik ve alan dlgiimleri ile
miyelinli 1if yogunlugu arasinda gii¢lii bir korelasyon mevcuttur (15). Genlikte 1 mV

diisme, 200 lif/m? diisiisii gdsterir. Motor liflerden 6n boynuza dogru ters uyarinin geri
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dontip distalde yarattig1 yanitin bir gostergesi olan F dalgasi, aksonal polinéropatilerde
minimal gecikme gosterir. Bu dalga da literatiirde sensitif ve giivenilir bir test olarak
sunulmustur. Bir bagka gosterge olan uyarilabilirlik diyabetik néropatilerde azalmistir.

Noropatide sural sinirden alinan biyopsi taniya yardimci olsa da invaziv bir
yontem olmasi, biyopsi alaninda persistan agri ve soguk intoleransina sebep olmasi
nedeniyle tercih edilmez. Cilt biyopsisi, kiitandz sinirlerin morfolojik analizinde
kullanilan, literatiirde kabul gérmeye baslayan bir testtir. Alinan 3 mm’lik cilt biyopsisi,
her ne kadar invaziv olsa da elektrofizyolojik olarak saptanamayan kiigiik ¢apli sinir
patolojilerini gostermede yararlidir (28).

Gorilintiileme yontemlerinden manyetik rezonans inceleme, spinal korddaki
patolojileri saptar. Diyabetik noropatide spinal kord alaninda daralma, noropatinin
sadece periferik sinirleri tutan basit bir hastalik olmadigini gostermistir (31).
Korneadaki yiizeyel sinirlerin mikroskopla non-invaziv olarak muayenesi, sinir hasari
ve onarimi hakkinda bilgi verebilir (32).

Diyabetik noropatinin en énemli tedavisi kan glikoz seviyesinin uygun diizeyde
tutulmasidir. Glisemik kontrol ile noropati ilerlemesi durdurulabilir (15). Semptomatik
tedavide agrili noropati i¢in trisiklik ilaglar, selektif seratonin geri alim inhibitorleri,
antikonviilzanlar, opioidler ile topikal nitrat ve kapsaisin kullanilmaktadir.

Semptomatik tedaviler disinda bazi medikal ajanlarin noropatiyi diizelttigini
gosteren ¢esitli calismalar mevcuttur. Bu ajanlar arasinda polyol yolag: inhibitdrii olan
aldoz rediiktaz inhibitorleri ve antioksidan olan alfa lipoik asit hakkinda literatiirde
randomize plasebo kontrollii ¢ift kor ¢aligmalar mevcuttur (19). Esansiyel yag asidi olan
gama linolenik asit ve glikolizasyon inhibit6rii olan aminoguanidin ile ilgili ¢alismalar
mevcuttur ancak bu ajanlarin tek baglarina ndropati hasarini geri ¢evirmede tistiinliikleri
gosterilememistir (33).

Diyabetik noropatinin patofizyolojisinde biyokimyasal yolaklarin sonucu olarak
endonéral 6dem olustugu bilinmektedir. Odemli ve travmaya hassas sinirlerin anatomik
olarak dar bolgelerden gecerken sikismast ile sinir harabiyeti artmaktadir. Bu sebeplerle
periferik sinirlerin bu anatomik sikigma boélgelerinden serbestlestirilmesinin, noropati
semptomlarini klinik olarak azalttigi gosterilmistir (17, 34). Cerrahi olarak {ist
ekstremitede ulnar ve median sinir, alt ekstremitede posterior tibial sinir ve dallari,

peroneal sinir ve dallart serbestlestirilir. Cerrahi dekompresyonun sinirlerin
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perindrotomisi ile kombine edildigi bir deneysel ¢alismada sigan yiiriime yolu analizinin
daha iyi diizeldigi belirtilmistir (35). Sinir serbestlestirme islemi en fazla Wagner 0
evresinde olan yani diyabetik noropatisi olup iilser i¢in riski artmis hastalarda faydali
olmaktadir (17). Ancak bu ozelliklere sahip hastalar1 yakalamak oldukga zordur. Ciinkii
bu donem hastalar tarafindan farkedilmeden progresyon gosterebilir. Ayrica iilkemiz
sartlar1 gbz Oniine alindiginda sinir serbestlestirme islemi yapmak i¢cin Wagner 0 hasta
grubunun tanmisini koymak ve hastalar1 tedaviye yonlendirmek daha da zordur.
Dolayistyla klinik pratigimizde ileri evredeki hastalara sinir serbestlestirme yapmak
zorunda kalinmaktadir. Elbette ki iilser olusmus hastalarda da serbestlestirmenin
faydalar1 gosterilmistir. Koruyucu duyunun geri kazanilmasi ve kanlanmanin artmasi ile
yeni iilser olusumu 6nlendigi gosterilse de bu faydalar kisithidir (36). Clinkii sikisma ne
kadar uzun siireli olursa serbestlestirme sonrasi sinir iyilesmesi de o kadar az
olmaktadir. Buradan yola cikarak, serbestlestirmeye ek, sinir iyilesmesini arttirmak
amaciyla, sinirlere kok hiicreden zengin SVF uygulamasi diistintildii.

Kok hiicre ¢aligmalart tibbin her alaninda oldugu gibi diyabetik néropatide de
yer bulmustur. Diyabetik néropatide mikroanjiyopati ve kompresyona bagli iskemik
olan sinirlerin besleyici maddelerden ve ndrotrofik faktorlerden uzak kaldigi
distintilmektedir (37). Sinir biiylime faktorii, insiilin benzeri bliylime faktorii, vaskiiler
endotelyal biiylime faktorii gibi norotrofik faktorlerin ortamda bulunmamasi sinir
hasarmin derinlegsmesine sebep olmaktadir. Yapilan deneysel ¢aligmalarda gen terapileri
ve kok hiicre nakillerinin néropatiyi diizelttigi bildirilmistir. Kordon kanindan ve kemik
iliginden elde edilen endotelyal progenitor hiicrelerin diyabetik sicanlara
nakledilmesinden sonra siyatik sinirde kanlanmanin arttigi goriilmistiir (38, 39). Bu
kanlanma artisinin vaskiiler endotelyal biiylime faktorii, fibroblast biiylime faktorii,
beyin norotrofik faktdr ve stromal hiicre faktorii mRNA upregiilasyonuna bagli oldugu
diisiiniilmektedir. Ayni etkiler periferik ve kemik iligi mononiikleer hiicrelerin
naklinden sonra da gozlenmistir (40).

Mezensimal kok hiicreler; kemik iligi, adipoz doku veya spinal ligamentlerde
bulunabilir. Adipoz dokudan kdken alan kok hiicreler, matiir adipoz dokunun i¢inde yer
alan, herhangi bir hiicre kiiltiirii gerektirmeyen, kemik iliginden elde edilen kok
hiicrelere gore daha az invaziv yontemlerle elde edilebilen, daha az immiinojenik

hiicrelerdir (37). Ozellikle plastik cerrahi pratiginde yaygin olarak yapilan yag
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aspirasyonu islemi ile kolayca elde edilen, adipoz kokenli kok hiicreleri iceren SVF
klinikte kardiyovaskiiler hastaliklardan yiiz genglestirmeye kadar bircok alanda
kullanilmaktadir (22, 41). Kok hiicrelerin nakledildikleri ortamda noérotrofik faktorlerin
salinimi, diferansiyasyon ve immiinsiipresif etkileri ile doku onarimin
gerceklestirdikleri diistiniilmektedir. Diyabetik ndropatide azalan norotrofik faktorlerin
yerine konmasi ve immiinsupresif etkileri sayesinde inflamasyonun azaltilmasi ile kok
hiicreler noropatiyi tedavi etmek i¢in kullanilabilir. Noropatik sinirlerin ¢evresindeki
hipoksik ortam, artmis inflamatuar hiicreler, kok hiicrelerin norotrofik faktor salinimini
uyararak sinir rejenerasyonuna katkida bulunmaktadir (21).

Literatiirde, kemik iliginden elde edilen kok hiicrelerle aksonal biiyiime,
anjiyogenez ve remiyelinizasyon ile néropatik bulgularin diizeldigi gosterilmistir (42-
45). Daha kolay ve daha fazla elde edilebilen, islenmesi daha kolay olan adipoz kokenli
kok hiicreleri ile ilgili ¢alismalar ise yaygin degildir. Caligmamizda, bu bilgiler 15181nda,
adipoz kokenli hiicreleri igeren SVF’nin diyabetik siganlarda ndropatiyi diizeltmede
yardimc1 olabilecegi diisiiniildii.

Deneyde kullanilacak SVF, Yoshimura ve arkadaslarinin tanimladigi yontem
modifiye edilerek elde edildi (46). Kontrol grubunda ise SVF elde ederken kullanilan
FTS kullanildi.

Deney planlamasinda si¢anlar en sik kullanilan yontem olan streptozotosin ile
diyabetik hale getirildi. Giiniimizde kullanilan hayvan modellerindeki diyabet
komplikasyonlarinin insanlardaki kronik siireci yansitip yansitmadigi tartigma
konusudur. Ayrica diyabetik ndropatinin heterojen klinik seyri de altin standart bir
deneysel noropati modeli olusturulmasini engellemektedir. Yiiksek, tek doz
streptozotosin uygulama ile diyabetik ndropati daha erken ve daha agir gelisir ancak
mortalite oran1 yliksektir. Diisiik doz ¢oklu uygulamalarda ise ndropati insandaki kronik
slirece benzerdir ancak néropati diizeyi tek doz uygulamasina gore disiiktir (47).
Calismamizda tek doz streptozotosin uygulandi, hi¢bir deney hayvaninda kayip olmadi.

Deneysel modellerde noropati tespitinde duyusal kayip, elektrofizyolojik
degisiklikler ve sinir lifinin anatomik degisikliklerinin gosterilmesi gerekir.
Calismamizda EMG ile genlik ve gecikme siireleri 6l¢iildii. Fonksiyonel kaybin tespiti
icin yiirime yolu analizi yapildi. Deney sonunda tiim gruplarin siyatik sinirlerindeki

degisiklikler histopatolojik olarak incelendi.
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Yiiriime yolu analizi, deneyin baslangici, 8. hafta ve 12. haftasinda tiim deney
hayvanlarina yapildi. Ucuz, kolay ve gilivenilir bir yontem olmasi, herhangi bir agril
uyaran olmamasi nedeniyle bu test tercih edildi. Deney baslangicinda tiim gruplarin ve
deney sonunda kontrol grubunun tiim dl¢iimlerin sonuglar tutarliydi. Bu testin 6nemli
sorunlar1 arasinda kemirici hayvanlarin ndéropatiye bagh kendi ayaklarin1 kemirmeleri,
kontraktiir gelismesine bagli ayak izi elde edilememesidir (48). Deneyimizde 2 sicanda
kontraktiir gelismesi tizerine, si¢anlar deney dis1 birakildi. Yiiriime yolu analizinde elde
edilen sonuglarda deney baslangici ve 8. hafta Ol¢limlerinde, diyabetik hayvanlarda
Ozellikle ayak izi uzunlugunun arttigi goriildii. SVF uygulanan grupta 12. haftada
siyatik indekslerinde diizelme istatistik olarak anlamliydi. Ancak dlgiilen degerler deney
baslangicindaki degerlere gore disiiktii. Tam diizelme olmamasina ragmen SVF
enjeksiyonunun ndropatinin diizelmesine yarar sagladig: diisiiniildii.

Deneysel modellerde elektrofizyolojik ¢alismalar yapilirken deney hayvanlarinin
yas1 ve ortam sicakligin kontrolii 6nemlidir. Miyelinizasyon maturasyonu si¢anlarda
3-4 aylikken gelistigi icin tiim sicanlar ayn1 yas grubundan secildi. Olgiimler sirasinda
sicanlarin sicakliklart siirekli monitorize edildi. Literatiirde diyabetik hayvanlarda
yapilan EMG’de genlik degerinde artma ve genlik siiresinde uzama goriilmistiir (47).
Calismamizda diyabetik gruplarda 8. ve 12 haftalarda genlikte artma ve siirede uzama
goriilmesine ragmen istatistik olarak anlamli sonuclar elde edilemedi. Bunun sebebinin
EMG ol¢timlerindeki dis faktorler oldugu disiiniildii. Her ne kadar sicakliklar sabit
tutulmaya calisilsa da genel anestezi altinda yapilan Olgiimlerde standardizasyon
miimkiin olmada.

Histopatolojik olarak sinirlerin incelemesinde miyelini boyayan luksol fast
boyasi kullanildi. Sinir liflerinin sayist ve ¢capinda azalma, miyelin kalinliginda azalma,
miyelin hasari, tim diyabetik gruplarda literatiirle uyumlu olarak bulundu (29, 44, 49).
SVF uygulanan siyatik sinirlerde hasarin daha az oldugu, miyelin kalinliginin normale
yakin oldugu gozlendi. Bu bulgular diger kok hiicre ¢alismalarinda oldugu gibi SVF’nin
sinir rejenerasyonuna pozitif etkisinin olabilecegini gosterdi.

Calismamizda SVF’nin diyabetik noropatik siganlarda siyatik sinir {izerine
gosterdigi olumlu etkilerinde SVF icindeki kok hiicrelerle birlikte fibroblast, endotel
gibi hiicrelerin de katkisinin oldugunu diisiindiik. Bu hipotezimizi dogrulamak icin

yiizey antijenleri ile yapilacak daha kapsamli bir deneye ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Mezensimal kok hiicrelerin naklinden sonra tiimor olusumu ¢esitli ¢alismalarda
gozlenmistir. Ancak bu tiimoér olusumunun hiicre kiiltlirlinde pasajlanan kok hiicrelerin
naklinden sonra oldugu bildirilmistir (50). Calismamizda kullanilan SVF, herhangi bir
hiicre kiiltliriinde ¢ogaltilmamistir. Literatiirde klinik uygulamalarda yag hiicrelerinden
elde edilen kok hiicrelerin giivenle kullanildigina dair bir¢ok yaym mevcut olsa da
SVF’nin sinir rejenerasyonuna etkileri incelenirken tiimdr olusumuna yol acip agmadigi
uzun siireli hayvan deneyleri ile test edilmelidir.

Plastik cerrahi pratiginde diyabetik ayak {ilserleri 6énemli bir yer tutmaktadir.
Diyabetik noropati, vaskiiler sorunlar ile birlikte iilserlere sebep olmaktadir. Kronik bir
stiregte gelisen diyabetik noropatiyi engellemek en iyi tedavi yontemi olsa da, hastalar
noropatinin ileri evrelerinde hastaneye bagvurmaktadir. Bu nedenle yeni tan1 alan DM
hastas1 multidisipliner olarak ele alinarak kan sekeri kontroliiniin yani sira ndropati
hasarlarindan korunmak i¢in 6nlem alinmalidir.

Kompleks bir patofizyolojiye sahip olan diyabetik ndropatiyi tek bir ilagla veya
cerrahi yontemle tedavi etmek miimkiin goriinmemektedir. Tiim hasar mekanizmalarina
hakim olmak ve tedaviyi ¢ok yonlii olarak planlamak ana hedef olmalidir. Siki kan
glikoz seviyesi kontrolii, antioksidan veya biyokimyasal yolaklarin inhibisyonu ile
birlikte zarar goren sinirlerin dekompresyonu ve rejenerasyona katki saglamak i¢in kok

hiicrelerin sinirlere uygulanmasi tedavideki temel bagliklar1 olusturmalidir.
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5. SONUC

Adipoz dokudan elde edilen kok hiicreler, multipotent olmalari, parakrin ve
immiinmodiilator islevleri ile rejeneratif tipta dnemli bir yere sahiptir. DM’ye bagl
komplikasyonlarda kok hiicre uygulamalar1 tedavide fayda saglayabilir. Diyabetik
noropati tedavisinde kok hiicreden zengin stromal vaskiiler fraksiyonun sinir {izerine
uygulanmasi, diger medikal ve cerrahi tedaviler ile birlikte kombine edildiginde
morbiditeleri azaltabilir. Calismamizda yiiz gildiirticii sonuglar elde etmemize ragmen
SVF’nin uygulanabilirligi, etkinligi, etki siiresi ve gilivenilirligi ile ilgili deneysel ve

klinik caligsmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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